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摘要　　采用先通过 2 ,2′-二硫二乙醇自组装得到自组装单分子层(SAM),再在 SAM





有重要的科学意义和实用价值 ,因而正受到广泛关注[ 1 ～ 5] .DNA在电极表面的固定是 DNA修
饰电极研究的基础.目前通过巯基(—SH)在Au表面自组装制备 DNA修饰电极的方法被广泛
采用[ 3 ,5] .该方法是先将要固定的 DNA片断的一端修饰上 —SH ,再通过 —SH 在 Au表面的自
组装作用得到 DNA修饰电极.但该修饰方法存在着一些问题 ,诸如—SH修饰的 DNA 难以合
成 ,且需要分离提纯 ,操作繁琐 ,所以十分昂贵;巯基化合物结合 DNA后 ,其体积大幅度增加 ,
因此在Au表面自组装比较困难.考虑到上述存在的问题 ,我们采用先进行 —SH化合物自组




小牛胸腺 DNA(华美生物制品公司)按文献 [ 6] 纯化至 OD260/OD280 值大于 1.8.
Co(phen)3Cl2·8H2O按文献[ 7]的方法合成.2 ,2′-二硫二乙醇(DTDE ,Fluka), 1-乙基-3-(3-二甲
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1.2　dsDNA修饰电极的制备
1.2.1　金电极的预处理　　金在沸腾的浓硝酸中浸煮5min ,取出后用水反复冲洗 ,在 1mol/L
H2SO4中进行循环伏安扫描 ,扫描上下限分别是+1.5 , +0.2 V ,至得到稳定的循环伏安曲线.
电极的真实面积根据表面氧化物还原峰的电量求得 ,为 1.20 cm2.经电化学处理和表征后的
金电极 ,分别用水和丙酮超声清洗 5 min ,冲洗后立即放入含有 40μmol/L 的 DTDE 水溶液中 ,
浸泡 4 h ,得到 DTDE修饰金电极(SAM/Au),冲洗备用.
1.2.2　共价固定的 dsDNA修饰电极的制备　　将 SAM/Au转入含有 1 mg/mL 活化剂 EDAC
和0.5 mg/mL双链DNA(dsDNA)的 0.04 mol/L MES-NaOH缓冲溶液(pH 6.0)中 ,室温下反应 24
h.然后 ,取出电极 ,用MES缓冲溶液冲洗 ,水中浸泡 4 h ,得到共价固定的 dsDNA修饰SAM/Au
电极 ,简记为(dsDNA)b-SAM/Au.dsDNA的共价固定是基于 SAM 表面的羟基与被 EDAC活化
后的 dsDNA 5′-磷酸基缩合成磷酸酯而与 SAM键合.
对照实验用修饰电极的制备方法相同 ,但 dsDNA的 MES-NaOH 缓冲溶液中不含 EDAC活
化剂.
1.2.3　吸附固定的 dsDNA修饰电极的制备　　SAM/Au在干燥器中干燥后 ,取 30 μL dsDNA ,
均匀地铺展在电极上;于干燥器中放置过夜.取出 ,用MES缓冲溶液冲洗;在水中浸泡 4 h ,以




别作为参比电极和对照电极.试液为 5 mmol/L KNO3或含 10μmol/L Co(phen)3Cl2 的 5 mmol/L
KNO3溶液 ,用高纯氮气除去溶解氧.实验在 25℃进行.
1.3.2　X射线光电子能谱(XPS)　　XPS 实验以 dsDNA-SAM/Au为测试对象 ,采用 Mg 靶在
VG ESCA-LAB MKII摄谱仪上进行.利用XPS-AES采集处理程序(版本 5.0 ,清华大学)采集处
理数据.实验条件:射线源高压10 kV;射线源电流20mA;分析器模式 PE;倍增器高压2.9 kV;
扫描次数 20.
1.3.3　扫描隧道显微术(STM)　　采用 NanoscopeIIIa (Digital Instruments , Co.)在大气和室温
下对样品表面进行直接观察 ,图象采集为恒电流方式.STM 所用针尖为电化学腐蚀的W丝.
STM实验所用金(111)单晶按以下步骤制备:首先将一段直径为 0.8 mm的洁净金丝在氢/氧焰
中灼烧直至形成 1个熔融的圆球 ,然后逐渐退火以缓慢结晶 ,最后得到 1个有 8个(111)单晶
面的金球.其中一面即可用作修饰 dsDNA并进行 STM 观察的基底.
2　结果与讨论
2.1　2 , 2′-二硫二乙醇 SAM的表征
2.1.1　电化学表征　　循环伏安扫描技术可用于考察 SAM 的性能1).其基本原则是将 SAM
近似为理想平板电容器 ,由界面双电层电容判断 SAM 的厚度 ,介电性质和通透性.
　　1)董献堆.自组装单分子层及其在生物电化学中的应用.武汉大学博士学位论文 , 1995
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　　SAM修饰电极的界面双层电容 ,可由下式计算:
C =Δi/(2vA), (1)
式中 C为单位面积界面双层电容(μF/cm2);Δi 为电势 0.05 V处双层充放电电流绝对值之和
图 1　SAM/Au 电极在 5 mmol/ L KNO3底液中的
循环伏安图
(μA);v 为扫描速率 V/s;A 为由 Au氧化物的还
原峰确定的电极面积(cm2).
实验结果表明 , 由于 DTDE 在 Au 表面的吸
附 ,界面电容减小 ,并且吸附时间越长 ,界面电容
越小 ,当吸附时间超过 4 h ,修饰电极的界面电容
不再发生变化 ,说明 DTDE在 4 h内可吸附组装形
成SAM ,得到稳定的 SAM/Au 电极.因此我们选
择浸泡时间4 h为后续实验的条件.
图1是 SAM 修饰 Au 电极在 5 mmol/L KNO3
底液中的 CV行为 ,电势扫描范围-0.1 ～ +0.4
V.界面双层电容为 7.8 μF/cm2.实验中发现当
扫描上限超过+0.7 V ,修饰电极的电容会增大 ,
表明 SAM在强电场的作用下会被破坏.
2.1.2　STM表征　　图 2(a)为未修饰的Au(111)表面的STM图象(67 nm×67 nm),图 2(b)是
在DTDE 溶液中浸泡 4 h 后 Au(111)表面的 STM 形貌(300 nm×300 nm).可见未修饰前
Au(111)表面尽管分布有一定程度的缺陷(暗点所示 ,可能由化学处理过程引入),但整体上仍
非常平坦.而经DTDE修饰后 ,可以清楚地看到形成了一层均匀 、致密的膜.如图 2(c)(50 nm×




图 2　不同电极表面的 STM 图象
(a)Au(111)表面的 STM图象;(b)SAM/Au表面(300 nm×300 nm);(c)SAM/Au表面(50 nm×50 nm).隧道电流
1～ 2 nA ,偏压 50mV
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图 3　1×10-5 mol/L Co(phen)2+3 在不同电极上的
CV 图
1———SAM/Au , 2———(dsDNA)b-SAM/Au , 3———对照实验
电极.底液:5 mmol/L KNO3 溶液;扫速:100 mV/ s
2.2　(dsDNA)b-SAM/Au的表征
2.2.1　电化学表征　　Co(phen)3+/2+3 已被证明
与 dsDNA 有很强的相互作用[ 8] .因此 ,我们以
Co(phen)3+/2+3 为指示剂来表征 dsDNA修饰电极.
图 3中曲线 1是10μmol/L Co(phen)2+3 在SAM/Au
上的 CV 图;图 3 中曲线 2 , 3 是在(dsDNA)b-
SAM/Au及对照实验用修饰电极上得到的 CV图.
根据上述 CV图得到的实验数据列于表1中.






′负移 18 mV ,这表明在溶







′负移 36 mV ,这是
Co(phen)3+/2+3 与电极表面的 dsDNA相互作用的特征
[ 4] .这说明在 EDAC存在下 ,绝大部分固
定的 dsDNA是通过5′末端的磷酸基与SAM表面的羟基缩合成磷酸酯而共价键合到电极表面.
表 1　在不同电极上得到的 Co(phen)3+/2+3 的电化学数据
电极类型 E pa/V Epc/V ΔEp/mV E0′/V Ipa/μA Ipc/μA
SAM/Au 0.175 0.132 43 0.154 1.89 1.48
(dsDNA)b-SAM/Au 0.130 0.107 23 0.118 4.00 5.00
对照实验电极 0.161 0.111 50 0.136 2.02 2.08
图4 　1 ×10-5 mol/ L Co(phen)2+3 的 5 mmol/ L
KNO3溶液在(dsDNA)b-SAM/Au 上得到的 Ipc对 v
及 v 1/2关系图
曲线 1横坐标为 v1/2 ,单位:V1/2·s-1/2;曲线 2横坐标为
v ,单位:V·s-1
图 4是还原电流 Ipc对扫速 v 及v
1/2的关系曲
线 ,可以看到 Ipc既不与 v ,也不与 v
1/2成线性 , Ipc-
v








素分析方法 ,可以用 XPS 来表征 dsDNA 修饰电
极.从基底SAM/Au的XPS谱图可知 ,在SAM/Au
表面主要含有 C ,O ,S ,Au 等元素 ,未能检测出 N1s
和P2p的信号.DNA的碱基和核糖-磷酸骨架中分
别含有 N 和 P ,因此 XPS 谱中 N1s和 P2p信号是证
明电极表面有无 DNA 存在的重要依据.通过比
344　 中　　国　　科　　学　　(B　辑) 第 29卷
图 5　(dsDNA)b-SAM/Au(曲线 1)和对照实验电极
(曲线 2)的 P2p特征峰区的 XPS 谱图
较不同样品的N1s或 P2p峰的峰面积可估算电极表
面DNA覆盖量的相对大小[ 9] ,而 P 则是 DNA 存









得出的结论是一致的 ,即 EDAC存在时 ,电极表面
有高的 DNA 载量 , 绝大部分的 dsDNA 是通过
EDAC的活化使5′末端的磷酸基与 SAM 表面的羟
基缩合而共价修饰到电极表面.而对照电极仅有少量的 dsDNA吸附到 SAM/Au表面.
(dsDNA)b-SAM/Au具有很高的稳定性.将该电极在 5 mmol/L的 KNO3 溶液中浸泡 24 h
后 ,对 Co(phen)3+/2+3 的 CV响应电流与浸泡前完全一样.
2.3　(dsDNA)ad-SAM/Au的表征
2.3.1　电化学表征 　　与前述共价键合 dsDNA 修饰电极的电化学表征类似 ,表 2 列出了
(dsDNA)ad-SAM/Au在 10 μmol/L Co(phen)
2+
3 中得到的 CV 数据.与 SAM/Au 上的相比 ,在
(dsDNA)ad-SAM/Au上 Co(phen)
3+/2+
3 的响应电流显著增大 ,式电势 E
0′负移 43 mV ,这表明
dsDNA可通过干燥吸附方法[ 6]修饰到 SAM/Au电极上.
表 2　在不同电极上得到的 Co(phen)3+/2+3 的电化学数据
电极类型 E pa/V Epc/V ΔEp/mV E0′/V I pa/μA I pc/ μA Ipa/ Ipc
SAM/Au 0.175 0.132 43 0.154 1.89 1.48 1.28
(dsDNA)ad-SAM/Au 0.133 0.090 43 0.111 7.89 10.00 0.79
(dsDNA)b-SAM/Au 0.130 0.107 23 0.118 4.00 5.00 0.80
Ipc对 v 及 v





2.3.3　STM表征　　对(dsDNA)ad-SAM/Au进行了STM观察(如图 7),与图 2(c)中的 SAM的
STM相比有显著区别.图 2(c)中亮的部分十分集中 ,暗的部分较少 ,层次感不强 ,这正表明了
DTDE形成了平整 ,均匀的SAM.而图7中亮的部分较为分散 ,暗的部分明显增多 ,亮暗分布较
有规律.在与水平线成一定角度的方向上呈现一条条的亮区 ,有很强的层次感 ,这可能就是吸
附的 dsDNA.由于 dsDNA之间存在静电斥力 ,使得SAM 表面上吸附的 dsDNA之间保持有一定
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的距离 ,排列有序 ,分布均匀.进一步分析图 7的成象条件 ,对于已吸附有 dsDNA的 SAM/Au ,
预计表面将较为疏松 ,导电性也将下降 ,故需使用较小的隧道电流和较大的隧道偏压才能得到
清楚的STM图象 ,这也可用以支持 dsDNA确已吸附到 SAM/Au表面 ,且排列较有规律.




隧道电流:0.28 nA ,偏压:0.5 V
与(dsDNA)b-SAM/Au的稳定性相比 ,(dsDNA)ad-SAM/Au的稳定性稍差 ,在5mmol/L的KNO3溶




发现两者的 Ipa/ Ipc都近似等于0.8 ,而与 SAM/Au上得到的结果(1.28)完全不同 ,说明 DNA的固定
是成功的.但两种修饰方法得到的修饰电极在Co(phen)2+3 溶液中的电化学行为的区别也是显而易
见的.由 ΔEp 可知 ,Co(phen)
3+/2+
3 在共价键合dsDNA修饰电极上反应的可逆性比在吸附dsDNA修
饰电极上的要好.对于(dsDNA)b-SAM/Au ,由于 dsDNA是共价键合到 SAM上的 ,Co(phen)
3+/2+
3 与
dsDNA结合后 ,可以通过具有电子传递功能的 dsDNA加快与电极间的电子交换速率[5] ,因而对
Co(phen)
3+/2+
3 的氧化还原有好的可逆性 ,峰电势差小(ΔΕp=23 mV , 100 mV/ s).而根据吸附修饰
dsDNA电极的表面结构 ,表面的dsDNA是通过化学吸附固定的 ,因而Co(phen)3+/2+3 不能通过dsDNA
加快与电极表面的电子交换 ,因此其氧化还原可逆性(ΔEp=43 mV , 100 mV/ s)就不如在(dsDNA)b-
SAM/Au上的好 ,而与在SAM/Au上的可逆性相似.
SAM上共价键合dsDNA与吸附固定dsDNA制备 dsDNA修饰电极方法各有优点 ,前者得到的电
极稳定性高 ,表面结构有序 ,而后者 DNA用量较小 ,DNA的载量高 ,两种方法都有其各自的应用前
景.
SAM上吸附或共价键合修饰 DNA与直接在电极表面吸附或活化后共价键合相比 ,有如下优
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点.1)由于SAM的结构特点 ,使其为DNA的固定提供了一个稳定 、均一 、反应位点多的理想表面 ,
并可根据不同的需要 ,提供不同官能团的表面[ 10] .2)SAM使 DNA和可能与DNA相互作用的生物
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